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Neue Sequenzvarianten des menschlichen bcta2-adrenergen Rezeptorgens luid ihre 
Verwendimg 

Die Erfindung betriffi neue Sequenzvarianten des menschlichen beta2-adrenergen Re2ef>- 
torg^ und ihre Venvendung zur Diagnose eines Spektrums von Erkiankungen, insbe- 
sondere zur Feststellung von Bhithochdnick-Dispositionen und zur Therapeutika- 
Entwicklung auf der Basis phannakogenetischer Prinzipien. 

Der menschliche beta2-adrenerge Rezeptor ist eine wichtige Komponente des sympathi- 
schen Nervensystems und reguliert als solche ein Spektrum zentraler und peripherer 
Funktionen, wie z,B. Herz-Kreislauf-Funktionen, metabolische Funktionen, zentrafaiervo- 
se Funktionen und Neuro^kretion. Er ist Angriflfspunkt von Pharmaka/Therapeutika niit 
einem breiten Indikationsspektrum, die mit zu den am haufigsten verordneten Medikamen- 
ten gehdren. Viel^tige Befimde weisen daraufhin, dafi dieser Rezq»^ eine Rolle in der 
Pathogenese/Pathophysiologie einer Reihe haufiger Erkrankungen spielen konnte, wie 
Z.B. der Hypertonie und anderen Herz*Kreislauf-Erkrankungen, vexschiedenen neu- 
ropsychiatrischen Erkrankungen wie z,B. Depression, und metabolischen Erkrankungen 
wie z.B, Fettsucht (Insel PA (Ed) (1987) Adrenergic receptors in man, Marcel Dekker, 
New York, Basel). 

Die Erfindung hat das Ziel, Varianten, Polymorphismen, Mutationen und resultierende 
Haploiypen in der DNA-Sequenz des menschlichen beta2-adrenergen Rezeptorgens zu 
ermittehi und deren Korrelationen mit KrankhdtsdispositicHien festzustellen. Ausgehend 
von diesen Korrelationen soil ein Verfahren zur Diagnose dieser Krankheitsdispositionen, 
zur Pradiktton von Schweregrad, Verlauf und Uberlebenszeit, ein System zur Pradiktion 
der individuellen Ansprechbarkeit auf beta2 aktive Therapeutika, zur Entwicklung indivi- 
duell spezifischer beta2 Rezeptoragonisten und -antagonisten, und ein System zur Ent- 
wicklung einer neuen Klasse von beta2 wirksamen Therapeutika, sowie die Entwicklung 
von Testsystemen zur Erforschung pathophysiologischer Zusammenhange und Entwick- 
lung oben genannter Therapeutika, cntwickelt werden. Zusanmienfassend kann fur jeden 
beta2 Genotyp ein individuell optimales Therapeutikum voriiergesagt Oder entwickelt wer- 
den. Die Aufgabe wird gemaB den Anspruchen gelost, die Unteranspriiche sind Vorzugs- 
varianten. 
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Es wurde gefonden, dafi in der 5'-regulierenden Region der Sequenz des menschlichen 
beta2-adrenergen Rezeptorgens ndben den 3 schon bekannten Mutationen in der kodieren- 
den Region (an den Positionen 1633, 1666 und 2078) weitere Varianten vorhanden sind. 
Es wurde femer gefimden, da6 diese genetischea Varianten mit der Disposition fur ver- 
schiedene Krankheiten, z. B. Bluthochdnick, konrelieren. 

Gegenstand der Erfindung ist danach die Sequenz des m^ischlichen beta2-adrenergen Re- 
zeptorgens, die an den PositioDen 159, 245, 565, 934, 1120, 1221, 1541, 1568, 1633, 
1666, 1839, 2078, 2110, 2640, und 2826 ganz oder teilweise mutiert ist. Es handelt sich 
insbesondere um eine Sequenz, die ganz oder teilweise die Mutationen T->A (Position 
159), A->G (Position 245), G->A (Position 565), G->A (Position 934), G->C (Position 
1120), C->T (Position 1221), C-^T (Arg->Cys) (Position 1541), T"->C (Position 1568), 
A-Kj (Arg->Gly) (Position 1633), C-^G (Gln->Glu) (Position 1666), G->A (Position 
1839), C->T (Thr->ne) (Position 2078), C->A (Position 2110), G->C (Position 
2640), und G-> A (Position 2826) enthalt (Abbildungen 1, 2a und 2b). 

Besottders wichtig sind folgende Sequenzen (Haplotypen): 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1633 A und 1666 C, 

- Sequenz mit den Midationen 1541 C, 1633 Gund 1666 G, 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1633 G und 1666 C, 

- Sequenz rait den Mutationen 1541 T, 1568 T, 1633 A und 1666 C, 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 C, 1568 C, 1633 G und 1666 G sowie die 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1568 T, 1633 G und 1666 C. 

Ciegenstand der Erfindung ist femer ein Verfalwen zur Bestinunung von Krankfaeitsdis- 
positionen, wobei alle Sequenzen und Varianten des beta2-adrenergen Rezeptorgens von 
der Einzelmutation bis zu alien mdglichen Kombinationen aller Varianten (einschliefilich 
jeder beliebigen absoluten Anzahl von Varianten, die mit einbezogen werden konnen) 
genotypisiert werden konnen und die entsprechende Aussagen fiber Krankheitsdispositio- 
aen ermogUchen. 

Das Verfahren ist dadurch gekennzeicfanet, da6 die DNA eines Probanden isoliert und 
mindestens an einer der ausgetauschten Positionen genotypisiert und nachfolgend mit der 
Referenz-DNA-Sequenz verglichen wird. Bevorzugt sind Ausfuhrungsformen, in denen 
mindestens die Position 1633, mindestens die drei Positionen 1541, 1633 und 1666 bzw. 
die vier letztgenannten Positionen (1541, 1568, 1633 und 1666) oder an den sieben Posi- 
tionen 245, 565 934, 11541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 
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Das Verfahren kann auch variiert werden, indem mindestens 3 der 4 Positionen 1541, 
1568, 1633 und 1666 genotypisiert iind nachfolgend mit der Referenz-DNA-Sequenz 
verglichen wird. Bevorzugt ist hier die Genotypisiening der Positionea 1541, 1633 und 
1666. 

Die Genotypisiening erfolgt durch Sequenzienmg oder durch andere Metfaoden, die fur 
die Detekdon von Piinktmutationea geeignet siad. Dazu gehoren PCR-gestutzte Genoty- 
pisienmgsverfahren wie z. B. allelspezifische PGR, andere Genotypisiemngsverfahren 
unter Verwendung von Oligonukleotideii (Beispiele war^ *dot blotting', oder 
'Oligonucleotide Ligation Assays' (OLA)), Verfahren nnter Verwendung von Restriktion- 
senzymen, und 'Single Nucleotide Polymorphism* (SNHP) Analyse mittels 'Matrix-assisted 
Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometiy (MALDI), sowie prinzipiell jedwede zu- 
kunfiig zur Verfugung stehende Methode zur Variantendetektion einschliefilich der Chip- 
Tecfanologie in all ihren technologischen Ausfuhrungen. 

Ausgehrad davon ist das erfindungsgemafie Verfahren zur Bestinunung eines breiten 
Spektnims verscUedenster Krankheitsdispositionett geeignet. 

In einer Ausfufarungsvariante z.B. zur Bestininning eincr Disposition fur Blutfaochdruck, 
(bzw. der Vorhersage des Bereichs der individuellen Blutdruckwerte als solche), und an- 
derer cardiovaskularer Eikrankungea, einschliefilich Myokardinfarkt und Schlaganfall, im 
weit^ten Sirnie die Entstehung einer terminalen Niereniasuffizienz (mit Dialysebedarf). 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsvariante gestattet z.B. die Bestinunung einer Dispo- 
sition fur neuropsychiatdschen Erkrankungen wie Depressionen und Angstsjmdromen 
(anxiety disorders), attention deficit disorder (mit Hyperactivity), Efistorungen, z.B. fur 
Anorexia nervosa und Buhmie, oder durch posttraumatischen StreB ausgeldste Storungen; 
Oder fur Krankheiten des autonomen Nervensystem, wie z.B. Biadbuiy-Eggleston, Sky- 
Drager und Riley-Day Syndrom sowie selektive noradrenerge und Barorezeptor- 
Dispositionen, oder Migrane. 

AuBerdem ist es auch fiir den Nachweis von Dispositionen fur allergische Erkrankungen, 
insbesondere Asthma und atopische Storungen, geeignet. 

Bin weiteres Einsatzgebiet ist die Bestinunung einer Disposition fur metabolische Erkran- 
kungen wie Fettsucht (sowie familiare 'morbid obesity'), einschlieBlich einer Vorhersage 
des Gewichtsbereichs als solchen oder einer Disposition fiir Gewichtsverandenmg, 
schlieBlich eine Voraussage des Verhaltnisses der KorpennaBe als solche, wie sie sich 
z.B. im *body mass index'(BMI) ausdrucken. 
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Desweiteren erlaubt das Verfahren auch die Bestunmung des Verlaufs imd des Schwere- 
grads von Erkrankungen, sowie die Ptadikation der Uberlebensdauer nach schweren me- 
diztnischen Erkrankungen, z.B. nach Myokardinfarkt, Herzversagen imd/oder Schlagan- 
ialL 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhningsvariante gestattet die Besdnounung einer individuell 
unterschiediichen Reaktivitat des autonomen Nervensystems, im besoncteren auf endoge- 
nen imd exogenen Strefi (wie sie z.B. insbesondere durch eine individuell luiterschiedliclie 
Disposition zu Bhitdnick- und/oder Herzfireqttenzvanandenmgett (-auslenkungen) auf en- 
dogenCT und exogenen StreB zum Ausdnick kommt), od^ durch individuell unt^schiedli- 
che Blutdruckveranderungen auf endogen oder exogen induziede Verandeningen der 
Salzkonzentiation im Blut (individuell unterschiedliche Salzsensivitat oder -resistenz), und 
im weitesten Sinne auch durch individuell unterschiedliche Salz- und Wasseiregulation 
bzw. -ruckresoiption in der Niere (damit zusammenhangend Volumenreguladon) zum 
Ausdnick kommt, 

Ein weiterer wichdger Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der beanspruchten 
Sequenzvarianten a) zur Vorfaersage der individuell unterschiedliche Ansprechbarkeit auf 
bisher bekannte Thenqpeutika (beta2 Rezeptorliganden) sowie der individuell unterschied- 
iichen Ansprechbarkeit auf die endogenen Liganden Adrenalin und Noradrenalin; b) vor- 
zugsweise zur Entwicklung individuell spezifischer beta2*'Rezeptoragonisten und 
antagonisten; c) insbesondere auch zur Entwicklung einer neuen Klasse von Therapeutika, 
die auf das beta2 Rezeptorgen goichtet sind, am 5' regulatorischen Bereich, Promotofbe- 
reich, insbesondere z.B. am Leaderpeptid angreifen, und via Regulation der Transkripti- 
on, der Translation sowie durch Beeinflussung deren EfBzienz, vomehmlich durch Regu- 
lation der E^niession, wirken. 

In diesem Zusammenhang ist weiterer Gegenstand der Erfindung die Vorhersage der in- 
dividuellen Gewohnung auf Medikamratengabe (Tachyphylaxie), sowie einer unter- 
schiediichen Disposition ffir Arzneimittelnebenwiiicungen. Insgesamt wird eine Pradiktion 
individuell optimaler Therapeutika, denen somit unterschiedliche Wirkmechanismen zu- 
grundeliegen, mdglich. 

Ein weiterer wichtiger Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der beanspruchten 
Sequenzvarianten zum Aufbau von Genen bzw, Vektoren, insbesondere zur Entwicklung 
von phannazeutisch relevanten Substanzen sowie zur Entwicklung eines diagnostischen 
Kits Oder jedweder diagnostischer Verfahren. Solche Kits oder Verfahren konnen vorteil- 
haft zur Vorhersage der individuellen Krankheitsdisposition oder der individuellen An- 
sprechbarkeit auf verschiedene beta2-Therapeutika eingesetzt werden. 
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Kulturen (Zellen), die die genannten imterschiedlichstm Kombimtimen von individuellen 
B2-Vaiianten exprimieren, konnen somit als Testmodelle fur die Entwicklimg individuell 
q)ezifisclier Thers^utika (B2-Agoiustm und -antagoiiistea, sowie beta2- 
expres^onsxegulierrade DNA-Therapeutika) dienea. Das ent^iricht Tesdnodellen in yitro^ 
aber auch in vivo Testmodelle sind eiogeschlossea (transgene Tiere, die diese individuel- 
len Rezeptorvarianten tragen). 

Als individuelle Testmodelle erlauben sie in vitro (—ex vivo) eine Voriiersage zum indi- 
viduellen Funktionszustand des beta2-Rezq)tors bzw. der von ihm vermittelten Funktio- 
nen. 

Der Uni£uig der beanspnichten Erfindung wixd im folgendra ausfuhrlich dargestellt^Zur 
Brarbeitung der Erfindung wurde die gesamte bekannte DNA-Sequenz des menschlichen 
beta2-adrenergen Rezeptorgens einschlieBlich seiner reguliercnden imd kodierenden Re- 
gi(Hien in Fatienten und KontroUen mittels der 'Multiplex PGR Sequenzierung' unter- 
sucht, und zunachst eine Reihe von genetischen Varianten identifiziert. In der 5' regulie- 
reiKlen Region wurden ziun bestehendra Zeitponkt acht neue Varianten entdeckt, deren 
wichtigste der Austausch eines bochkcHiservierten Arg->Cys im 'Leader Peptide' des 
Genes (Position 1541) zu sein schdnt, das die Translation des Rezqytorgens reguliert 
(Position -47 lelativ zum Transladonsstar^punkt), d*h. seine Expression. 

Zusammenfassung der neu identifizierten Varianten (Nukleotic4[)Osition vor dem Austausch 
ist in Bezug auf die veroffentlichte beta2-Rezeptorgenseqo^iz, (Kobilka B.K et al, 
Proc.Natl.Acad.Sci USA; 84(1): 46-50 (1987)[Acc. No. JQ2960]; die Angabe in Klam- 
mem hinter dem Austausch bezieht sich auf den Translationsstart) : 

159 T -> A (-1429) 
245 A G (-1343) 
565 G A (-1023) 
934 G A (-654) 
1120 G-^C (-468) 
1221 C-^T (-367) 

1541 C -> T (-47) Arg -> Cys Austausch im ^Leader Peptide' des beta2-Rezeptorgens 
1568 T C (-20) 

Diese Varianten sind in den Abbildungen 1, 2a und 2b ubersichtlich dargestellt. 
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KorrclationeD mit Erkrantaingen bzw, klinisch relcvantcn Phanotypea: 
Spezifische Einflusse der bdden bisher bekann^ Mutadoncn Arg->Gly (an Position 
+46 relativ zum Translationsstartpunkt, entspricht Position 16 der Aminosaurensequenz) 
und Gln->Glu (an Position +79 relativ zum Translationsstartpunkt, entspricht Position 
27 der Aminosaurensequenz), sowie der neu entdeckten 'Leader Peptide' Mutation Arg- 
>Cys (an Position -47 relativ zum Translat[(msstartpunkt) auf eine Reihe von klinisch 
und padu^enetisch relevanten Phanotypen wurden in melireren Studien nachgewiesen. So 
wurde eine signifikante Assoziation der Allele an Position 16 der Aminosaurensequenz 
mit genetischer Ptadisposition zur Hypertonie, sowie extremer ausgelenkten Blutdruck- 
werten festgestellt. Im weiteren haben die beschriebenen drei Mutationen einen signifikan- 
ten Effekt auf plianotypische Parameter wie Herzfrequenz, Noradrenalin-Konzentrationen, 
Blutdniclcveranderungen auf experintentell induzierten physischra und mentalen Stress, 
^coping styles' und Personlichkeitsdimensionen, sowie Gewicht und Gewichtsverande- 
rung. Im besonderen wurde auch eine Assoziati<»i der 'Leader Pqptide'-Mutation mit Hy- 
pertonie gezeigt. Im weiteren koonte eine Beziehung zwisctaen beta2-Agonist-induzierter 
Vasodilatation und beta2 Rezeptomnitati(men» vorzugsweise an Position 16 der Aminosau- 
rensequenz^ hergestellt werden, sowie eine Beziehung zwischen beta2-Rezq>torexpression 
an Fihroblastenlculturen genotypisierter Individuen und beta2 Rezeptcmnutationen, vor- 
zugsweise an Position 16 der Aminosaurensequenz. 

DetekticMi spezifischer Dreierkombinationen der Mutationen an Positionen (relativ zur 
veroffentiichten beta2 Sequenz, Kobilka et al. 1987) 1541 C -> T ('Leader Peptide' Mu- 
tation Arg->Cys), 1633 A -> G(Arg->Gly), und 1666 C-> G(Gto->Glu): 
Kombination 1: 1541 T (Cys Allel), 1633 A (Arg Allel), 1666 C (Gta AUel) 
Kombination 2: 1541 C (Arg Allel), 1633 G (Gly AUel), 1666 G (Glu AUel) 
Kombination 3: 1541 T (Cys Allel), 1633 G (Gly AJlel), 1666 C (Gin Allel) 

Diese drei spezifischen Kombinationen kommen in 80 - 95% der Bev51kenmg vor, sie 
scheinen evolutionar aus der Gesamtanzahl zu erwartender Kombinationen selektioniert zu 
sein und stellen verschiedene funktionale Zustande des menschlichen beta2-adrettergen 
Rezeptors dar, die der Variabilitat physiologischer und pathophysiologischer Funktionen 
2Ugrundeliegen. Im besonderen siad sie mit einer individuell unterschiedlichen Ansprech- 
barkeit auf endogene Liganden wie Adrenalin und Noradrenalin verbunden, sowie mit 
einer unterschiedlichen therapeutischen Ansprechbarkeit auf beta2 Rezeptoragonisten und 
-antagonisten, was diese ^Kombinationen ' zum Ausgangspunkt zur Entmcklung 
'individuell maBgeschneiderter Pharmakotherapie' machen kann. 
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Drtektion spezifischer beta2- 'Haplotypen* bestehend aus vier Varianteo: a n Positionen 
(lelaliv zur veroffentlichten beta2-Sequenz, Kobilka et al. 1987) 1541 C -> T (^Leader 
Pq)tide' Mutation Arg->Cys), 1568 T->C; 1633 A -> G (Arg->Gly), imd 1666 C -> 
G(Glii->Glu): 

Kombination 1: 1541 T (Cys Allel), 1568 T, 1633 A (Arg AHel), 1666 C (Gin AHel) 
Kombination 2: 1541 C (Arg AUel), 1568 C, 1633 G (Gly Allel), 1666 G (Glu AUel) 
Kombination 3: 1541 T (Cys AUel), 1568 T, 1633 G (Gly Allel), 1666 C (Gin AJlel) 

Kombinati(»i 1 wurde signifikant bSufiger bei Individuen beobachtet, die erblich mit Hy- 
pertonie belaslet waren, und stellt somit einen genetischen Risikofaktor dar. 

Detektion spezifischer beta2- *Haplotypen^ bestehend aus sidben Variantcn: 
Unter rechnerischer Berucksichtigung aller Varianten konnten 'Haplotypen', die aus sie- 
ben Varianten (einschlieBlich der drei genannten Mutationen) bestehen, extrahiert werden; 
den Berechnungen lag das Ziel zugrunde, *HapIotypen' aus der Gesamtheit des Genoms 
zu identifizierett, die hinreichend waren, die Patientengnq^ von der KontroUgruppe zu 
unterscheiden. Ein spezifischer ^Haplotyp% Kombination 1, laBt sich bei genetischer Be- 
lastung mit Hypertonie haofiger beobachten, und dies lafit sich auf andere Phanotypen 
erwdtem. 

Kombination 1: 245 G, 565 G, 934 A, 1541 T (Cys Allel), 1568 T, 1633 A (Arg Allel), 
1666 C (Gta AUel) 

Kombination 2: 245 A, 565 A, 934 G, 1541 C (Arg Allel), 1568 C, 1633 G (Gly AJlel), 
1666 G (Glu Allel) 

Kombination 3: 245 G, 565 G, 934 G, 1541 T (Cys Allel), 1568 T, 1633 G (Gly Allel), 
1666 C (Gin Allel) 

Diese zuletzt b^hriebenen *Haplotypen' beschreiben schlieftlich den realen, gesamten 
individuellen Funkticmszustand des Rezeptors, Der Erfindung liegt das Konzept zugrunde, 
dafi es nicht einzelne Mutationen sind, die unterschiedlichen funktionellen 
((fysfiuiktionalen) Rezeptorzustanden zugrundeliegen, sondem diese durch die individuelle 
'polymorphe' Gesamtgensequenz als funktionsdeterminierender Einheit bedingt werden. 
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Die Erfinduiig wird anschlieBend durch ein Ausfuhnmgsbeispiel naher erlautert. 
Material und Methoden 

FQr die Erhebimg des gesamten polymcnphen Spektrums des beta2-Rezeptorgen$ wiurde 
die Muldplex-PCR-Sequenziennethode verwendet. Hierzu wurde die gesamte bisher be- 
kannte Promoterregion und die kodierende Region in acht Fragmente untertdlt imd mittels 
PCR amplifiziert (siehe Abb. 1). Diese PCR Fragmente wurden gepoolt und simultan 
sequenziert. Die Fragmente der TermtnationsreaktiQnen wurden auf einem Sequenzgel 
aufgetrennt und mitlels Direkter Transfer Elektrophorese (DTE) auf eine Nylonmembran 
iibertragen. EMe Dekodierung der einzelnen Sequenzleitem erfolgte durch sukzessives Hy- 
bridisieren mit spezifischen Oligonukleotiden, 
Die spezifiscben Bedingungra fur die Amplifikation waren wie folgt: 
Fiir Fragmmt I wurde der Vorwartsprimer ADRBR-Fl mit der Sequenz 5 ^ 
TATTGGCCAGGATCTTTTGCTTTCTAT-3'und der Riicfcwartsprimer ADRBR-Rl mit 
der SequCTz 5 '*TAACATTAAGAACATTTTGAAGC-3 'verwendet. Fragment n wurde 
rait Hilfe der beiden Primer ADRBR-F2: 5 '-GCATACCCCCGCTCCAGATAAA-3 und 
ADRBR-R2: 5 '-GCACGCACATACAGGCACAAATAC-3 amplifiziert. Fiir Fragment 
ra waren es die beiden Primer ADRBR-F3; 5 ^-GGCCGCGTTTCTGTGTTGG-3 und 
ADRBR-R3: 5'-AGTGCGTTCTGCCCGTTATGTG-3 '. Fur das Fragment VHI die bei- 
den Primer ADRBR-F8: 5 '-GGTACTGTGCCTAGCGATAAC-3 'und ADRBR-R8: 5 - 
TAAAATACCCCGTGTGAGCAAATAAGAG-3\ Die Reaktionsbedingungen fiir diese 
vier Fragmente waren wie folgt: 10 x PCR Puffer (100 mM Tris-HCl, 15 mM MgQ^ x 6 
H^O, 500 mM KCl, pH 8,3), dNTP 2 mM, 30 fiM Primer F, 30 fiM Primer R, 50 ng 
graomische DNA und 5 U einer Taq DNA Polymerase. Alle drei Fragmente wurden mit 
folgendem Temperaturprofil amplifiziert: *C 4 min; 35 Zyklen: 94 30 sec, 60 °C 
30 sec, 72 *C1 min und abschlieBend 72 "c 10 min. 

Fragment TV wurde mit Hilfe der beiden Primer ADRBR-F4: 5'- 
GGGGAGGGAAAGGGGAGGAG-3' und ADRBR-R4: 5 - 

CTGCCAGGCCCATGACCAGAT-3 'amplifiziert. Fur Fragment vn wurden die Primer 
ADRBR-F7: 5 -CTGGCrGCCCTTCTTCATCGTT-3 ' und ADRBR-R7: 5 - 
TACCCTCAAGTTAAATAGTCTGTT-3 verwendet. Die Bedingungen fiir diese beiden 
PCR-Reaktionen waren wie folgt: 10 x PCR Puffer (160 mM (NHJ,SO^, 0,1 % Tween- 
20, 500 mM KOH, pH), dNTP 2 mM, 30 ^M Primer F, 30 ^tM Primer R, 50 ng geno- 
mische DNA und 4 U eines Gemisches aus der Taq DNA Polymerase und einer thenno- 
stabilen inorganischen Pyrophosphatase von Thermus thermophibis. Beide Fragmente 
wurden mit folgendem Temperaturprofil amplifiziert: 94 *C 4 min; 35 Zylden: 94 30 
sec, 66 [Fragment IVJ bzw. 60 [Fragment VII] 30 sec, 72 ''C 1 min und abschlie- 
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Bend 72 *C 10 min. 

Fragment V wurde mittels der beiden Primer ADRBR-F5: 5 - 
ATGCGCCGGACCACGAC 3' und ADRBR-R5: 5 - GTAGAAGGACACGATGGA- 
3'anq)lifiztert, Fragment VI mit den beiden Primem ADRBR-F6: 5 - 
GCTACrTTGCCATTACTTCACC-3^ mid ADRBR-R6: 5- 

AAATCTGGGCTCCGGCAGTAGATAAG-3 Diese beiden Fragmente wmden mit Hil- 
fe des 'AmpliTaq Gold Kits' von Peddn Elmer amplifiztert. Das Tenqieraturprofil bei 
diesen beiden Fragmenten war wie folgt: 94 10 min; 35 Zyklen: 94 "C 30 sec, 56 **C 
[Fragment VJ bzw. 58 "C [Fragment VI] 30 sec, 72 "*C 1 min und abschliefiend 72 10 
min. 

Die Sequenzienmg erfolgte mit Hilfe des *Thenno Sequ^iase cycle sequencing kit* von 
Amersham. Als Sequenzierprimer wurden die oben bescbriebenen PGR Primer verwen- 
det. Die Sequenzierung wurde in vier Multiplex-Pools durchgefohrt. Pool 1 enthielt die 
Sequenzieiprimer ADRBR-Fl, ADRBR-F3, ADRBR-F5 und ADRBR-F7; Pool 2 die 
Sequenzieqnimer ADRBR-Rl, ADRBR-R3, ADRBR-R5 und ADIIBR-R7. In beide Se- 
quenzier-Poole wurden die PCR-Fiagmeate I, ID, V und VH eingesetzt. Pool 3 hingegen 
^thielt die Sequenzierprimer ADRBR-F2, F4, F6 und F8; Pool 4 die Sequenzierprimer 
ADRBR-R2, R4, R6 und R8. In diese beiden Poole wurdra die Fragmente H, IV, VI mid 
Vni eingesetzt. 

Samtliche PGR- und Sequenzierungsreaktionen wurden in einem PTC 225 Cycler von MI 
Research durchgefohrt. 

Die Produkte der Sequenzreaktionen wurden auf einem 100 /an dicten Acrylamidgel (5% 
Acrylamid, 7 M HamstofiO aufgetrennt und unter Standard DTE Bedingungen (siehe 
Richterich and Church, 1993), auf eine Biodyne A Membran (Pall) ubertragen. EHe 
Membran wurde dann mit ^P- markierten Oligonukleoticten hyhridisiert und die einzelnen 
Sequenzleitera mit Hilfe eines Phospho-Fluorimager (Storm 860, Molecular Dynamics) 
detektiert. 



wo 99^37761 



10 



PCT/DE98/03818 



litenrtpr: 

Kobilka Dixon R.A., Fridle T., Dohlman Bdbnowski M.A., Sigal LS., 

Ywag Feng TX., Francke U., Canm Lefkowitz RJ.: cDNA for die beta 2- 

adrenergic cecqytor: a protein whli mnhqile menibcane-^iannuig domains and encoded by 
a g»e whose chimnosonial location is shared with that of the receptor for pbitelet-derived 
growth fecto. Prvc Nad Acad Sd USA. ; 84 (1): 46-50 (1987). 

Farala AX. and KcbiU B.K. The peptide product of a leader cistim in die be^ 2 ad- 
tenexgfc receptor mRNA inhflrits reccptn* synthesis. J Biol Own. 269 (6): 4497-SQS 
(1994). 

Riditaich P. and Qmrch G,M.: DNA sequmduag with direct transfier electro^toresis and 
nouadioactive detection. Methods Etaymoi. 218: 187-222 (19^). 



Legcmtoi zo den AMwIdanaBM: 
Abbiidung 1 

PolynMHphes S^ektrom des menscUichen beta 2-adrenergen Rezeptofgens 
Varianfien stnd ontspcedieiid ihrer NuUeotidposEtimi eis^ezddmet 
(ReferemseqiMiz Kobilka et ai. 1987). 

Abbildmy 2 a 

Sequenz des menschlichen bm 2-adren«[g^ Reaseptors (Kolrilka et al. 1987) 
Varianten sind entspredhend iisner Position etngezeichnet 

Abt>ildimg2b 

Seqpienzdes mensdUidhen beta 2-adraiefgm Rezqytors (Kobilka etal. 1997). 
Etngezdchnet sind die Varianten (Nokleotid- bzw. Anunosaureanstansch). 



BERICHTIGTES BLATT (KEGEL 91) 
ISA/EP 
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Patentansprache 

1. Sequenz des menschlichen beta2-adrenergenen Rezeptorgens, daduich gekomzeiclinet, 
dafi die Basra an dea Positionen 159, 245, 565, 934, 1120, 1221, 1541, 1568, 1633, 
1666, 1839, 2078, 2110, 2640, und 2826 gwaz oder teUweise ausgetauscht siiid. 

2. Sequmiz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeiclmet, daB sie ganz oder teilweise die 
Basenaustausche T->A (Position 159), A->G (Position 245), G->A (Position 565), G->A 
(Position 934), G->C (Position 1120), C->T (Position 1221), C->T (Position 1541), 
T->C (Position 1568), A->G (Position 1633), C-->G (Position 1666), G->A (Position 
1839), C->T (Position 2078), C">A (Position 2110), G->C (Position 2640), und G-^A 
(Position 2826) endialt. 

3. Sequenz nach Anspmch 1 und 2, gekemizeichnet dorch die Mutationen 1541 T, 1633 A 
und 1666 C. 

4.Sequraz nach Anspmch 1 und 2, gekexmzeichnet durch die Mutationen 1541 C, 1633 G 
und 1666 G. 

5. Sequenz nach Anspmch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 T, 1633 G 
und 1666 C. 

6. Sequenz nach Anspmch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 T, 1568 T 
1633 A und 1666 C. 

7. Sequenz nach Anspmch 1 und 2, gelcennzeichnet durch die Mutationen 1541 C, 1568 C 
1633 G und 1666 a 

S.Sequenz nach Anspmch 1 und 2, gekennzeiclmet durch die Mutations 1541 T, 1568 T 
1633 G und 1666 C. 

9. Verfahren zur Bestinunung von Krankheitsdispositionen, dadurch gekennzeichnet, daB 
die DNA eines Probanden isoUert und mindestens an einer der ausgetauschten Positionen 
genotypisiert und nachfolgend mit der Referenz-DNA-Sequenz verglichen wird, vfobei 
ggf. alie mdglichen Kombinationen von Varianten von der Einzelmutation bis zu alien 
mogUchen Kombinationen aller Varianten einschlieftlich jeder beliebigen absoluten Anzahl 
von Varianten einbezogen werden. 
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10. Verfohren nach Anspnich 9, dadurcb gekennzeichnet, dafi die DNA eines Probanden 
isoliert und nundestens an der Position 1633 geno^isiert wild. 

11. Verfahren nach Anspnich 9, dadurch gekennzdchnet, daB die DNA eines Probanden 
isoliert und mindestens an den 3 Positionen 1541, 1633 nnd 1666 genotypisiert wird. 

12. Verfahren nach Anspnich 9, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden 
isoliert imd mindestens an <ten 4 Positionen 1541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert 
wird. 

13. Verfahren nach Anspnich 9, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden 
isoliert und mindestens an den 7 Positionen 245, 565, 934, 1541, 1568, 1633 und 1666 
genotypisiert werden. 

14. Verfohren nach Anspnich 9 oder 12, dadurch gekennzieichnet, dafi die Positionen 
1541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 

15. Verfahren nach Anspnich 14, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 3 der 4 Posi- 
tionen 1541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert wenten. 

16. Verfahren zur Bestimmung von Krankfadtsdispositianen 9, 11 oder 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Positionen 1541, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Ge- 
notypisterung dorch Sequenzierung oder durch andere Metfaoden, die fur den Nachweis 
von Varianten geeignet sind, erfolgt. 

18. Verfahren nach einem der Ansfnruche 9 bis 17 zur Bestimmung einer Disposition fur 
Bluthochdnick sowie fur Blutdruck^weichungen von der Norm und andere caidiovasku- 
lare Erkrankungen, einschlieBlich Myokardinfarkt und Schlagan^; zur Bestimmung ei- 
ner Disposition fiir neun^>sychiatrische Eriorankungen wie Depressionen, Angstsyndro- 
men, attention deficit disorder mit Hyperactivity, EBstorungen, z.B. Anorexia nervosa 
und Buliniie, oder fur durch posttraumatiscfaen StreB ausgeloste Storungen; zur Bestim- 
mung einer Disposition fur Krankheiten des autonomen Nervensystem, wie z.B. Bradbu- 
ry-Eggleston, Slcy-Dn^er und Riley-I>ay Syndrom sowie selektive noradrenerge und Ba- 
rorezeptor-Dispositionen, oder Migrane; zur Bestimmung ein^ Disposition fiir allergische 
Erkrankungen, insbesondere Asthma imd atopische Storungen; zur Bestimmung einer Dis- 
position fiir metabolische Erkrankungen wie Fettsucht sowie fkmiliare 'morbid obesity', 
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emschlieBlich einer Vorhersage des Gewichtsbereichs als solchen cxler einer Disposition 
fur Gewichtsverandening, schlieBlich eine Voraussage des VertiSltnisses der KdrpennaBe 
als seiche, wie sie sich z.B. im *body mass index' (BNfl) aosdrucken. 

19. Ver^Eihren nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Bestimmung einer individueU un- 
terschiedlichen Reaktivitat des autonomen Nervensystems, im besonderen auf endogenen 
und exogenen Strefi. 

20. Veifafaren nach Anrqjruch 19 zur Bestimmung einer individuell unterscMedlichen Dis- 
position fur BluUbuck- und/oder Herzfireqpieiizveranderttngen/*auslenkmigen auf endoge- 
nen und exogenen StreB, oder einer individueU unteischiedlichen Salzsensitivitat/- 
resistenz. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Bestimmung des Verlaufis und des 
Schweregrads von Erkrankungen,wie z.B. unter Anspruch 18 aufgefilhrt, z. B. von neu- 
ropsychiatrischen Eikrankungen wie Depressionen und Angsts]mdromen, von cardiovas- 
kularen Eikrankungen, einschlieSlich Myokardinfiarkt und Schlagan&ll, von Krankheiten 
des autonomen Nervensystems sowie von aUergischen Erkrankungen, wie z,B. Asthma. 

22. Verfahren nach einem der Anqjruche 9 bis 17 zur Bestinmiung einer Disposition fiir 
metabolische Erkrankungen wie Fettsucht. 

23. Verfahren nach einem der Anspniche 9 bis 17 zur Pradtkation der Uberlebensdauer 
nach schweren medizmischen Erkrankungen, z.B. nach Myokardinfarkt, Herzversagen 
und/oder Schlagan&ll. 

24. Verwendung der Sequenzvarianten nach Anspruch 1 bis 8 zur Entwicklung von The- 
rapeutika und/oder Lifestyle-drugs. 

25. Verwendung nach Anspruch 24 zur Entwicklung einer neuen Klasse von Therapeuti- 
ka, die auf das beta2-Rezeptorgen gerichtet sind, und am 5'regulatorischen Bereicfa, im 
Promotorbereich, sowie am Leaderpeptid angreifen, via Regulation der Transkription und 
Translation sowie durch Beeinflussung von deren Effizienz, vomehmlich durch Regulation 
der E^ession, wirken. 

26. Verwendung nach Anspruch 24 zur Entwicklung von beta2-Rezeptoragonisten und - 
antagonisten, insbesondere von individuell spezifischen beta2-Rezeptoragonisten und - 
ant£^onisten. 
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27. Verwoidiing nach einem der Ampmche 9 bis 17 zur Pradiktion der individuell unter- 
schiedlichen Ansprechbarfceit auf bisher bekannte, wie beta2-Rezeptorligaiiden, sowie 
zukunftig, auch unter Anspnich 24 bis 26 entwickelte Therapeutika, und der individuell 
unterschiedlichen Ansprechbarkeit auf die mdogenen Liganden Adrenalin und Norad- 
r^ialin. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Voriiersage der individuellen 
Gewohnung auf Medikamentengabe (Tachyphylaxie), sowie einer unterschiedUchen Dis- 
position fur Arzneimittelnebenwiriamgen. 

29. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Optimierung der individueUra, 
auf den beta2-RezepCor und sein Gen gcrichteten Therapie bzw. Intervention. 

30. Verwendung der Sequenzvarianten nach Anspnich 1 bis 8 zum Aufbau von Genen 
bzw. Vektoren, ind>esondere zur Entwicklung von pharmazeutisch relevanten Substanzea. 

31. Verwendung nach Anspnich 24 bis 30 zur Entwicklung etnes diagnosfcischen Kits, 
Oder jedweden Verfahrens zur Genotypisierung. 

32. Verwendung nach Anspnich 24 bis 31 zur Entwicklung eines diagnostischen Kits zur 
Voriiersage der individuellen Ansprechbarkeit auf verschiedene beta2-Rezeptor-agonisten 
sowie -antagonisten, sowie auf jedwede neu entwickelten beta2 aktiven Therapeutika , im 
besonderen auch nach Anspnich 25; zur Vorhersage der therapeutischen Wurksamkeit von 
Pharmaka, deren Wirkmechanismus Veranderungen der beta2-Rezeptorstruktur, - regula- 
tion, Oder - expression miteinbezieht; zur Voriiersage der individuell unt^^hiedlichen 
Ansprechbarkeit auf die endogenen Liganden Adrenalin und Noradrenalin; zur Vorhersage 
der individuellen Gewohnung auf Medikamentengabe - Tachyphylaxie - , sowie einer un- 
terschiedlichen Disposition fur Arzneiinittelnebenwirkungen; zur Optimierung der indivi- 
duellen, auf den beta2-Rezeptor und sein Gen gerichteten Therapie bzw. Intervention. 

33. Verwendung nach Anspnich 1 bis 8 sowie 9 bis 32 zur Entwicklung von in vitro (z.B. 
Zlellkulturen) und in vivo (z,B. transgene Tiere) Testsystemen, die individuelle Fonnen 
des beta2-Rezeptorgens exprimieren, wobei die Testsysteme zur Untersuchung der Patho- 
physiologic von Erkrankungen von generell medizinisch wichtigen Merkmalen mit Betei- 
ligung des beta2-Rezeptorgens dienen, sowie zur Entwicklung und Testung individuell 
sp^fischer Therapeutika und 'lifestyle- drugs' und von beta2-gerichteten Substanzen im 
allgemeinen. 
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1 cccgggttca agagattctc ctgtctcagc ctcccgagta gctgggacta caggtacgtg 

61 ccaccacacc tggctaattt ttgtattttt agtagagaca agagttacac catactggcc 

a 

121 aggatctttt gctttctata gcttcaaaat gttcttaatg ttaagacatt cttaatactc 

181 tgaaccatat gaatttgcca ttttggtaag tcacagacgc cagatggtgg caatttcaca 

241 tggcacaacc cgaaagatta acaaactatc cagcagatga aaggattttt tttagtttca 

301 ttgggtttac tgaagaaatt gtttgaattc tcattgcatc tccagttcaa cagataatga 

361 gtgagtgatg ccacactctc aagagttaaa aacaaaacaa caaaaaaatt aaaacaaaag 

421 cacacaactt tctctctctg tcccaaaata catacttgca tacccccgct ccagatiaaaa 

481 tccaaagggt aaaactgtct tcatgcctgc aaattcctaa ggagggcacc taaagtactt 

a 

541 gacagcgagt gtgctgagga aatcggcagc tgttgaagtc acctcctgtg ctcttgccaa 

601 atgtttgaaa gggaatacac tgggttaccg ggtgtatgtt gggaggggag cattat:cagt 

661 gctcgggtga ggcaagttcg gagtacccag atggagacat ccgtgtctgt gtcgcCctgg 

721 atgcctccaa gccagcgtgt gtttacttltc tgtgtgtgtc accatgtctt tgtgcttctg 

781 ggcgcttctg tgtttgtttc tggccgcgtt tctgtgttgg acaggggtga ctfctgtgccg 

841 gatggcttct gtgtgagagc gcgcgcgagt gtgcatgi:cg gtgagctggg agggtgtgtc 

a 

901 tcagtgtcta tggctgtggt tcggtataag tctgagcatg tctgccaggg tgtatttgtg 

961 cctgtatgtg cgtgcctcgg tgggcactct cgtttccttc cgaatgtggg gcagtgccgg 

1021 tgtgctgccc tctgccttga gacctcaagc cgcgcaggcg cccagggcag gcaggtagcg 

1081 gccacagaag agccaaaagc tcccgggttg gctggtaagg acaccacctc cagctttagc 

1141 cctctggggc cagccagggt agccgggaag cagtggtggc ccgccctcca gggagcagtt 

1201 gggccccgcc cgggccagcc ccaggagaag gagggcgagg ggaggggagg gaaaggggag 

1261 gagtgcctcg ccccttcgcg gctgccggcg tgccattggc cgaaagttcc cgtacgtcac 

1321 ggcgagggca gttcccctaa agtcctgtgc acataacggg cagaacgcac tgcgaagcgg 

1381 cttcttcaga gcacgggctg gaactggcag gcaccgcgag cccctagcac ccgacaagct 

1441 gagtgtgcag gacgagtccc caccacaccc acaccacagc cgctgaatga ggcttccagg 

t 

1501 cgtccgctcg cggcccgcag agccccgccg tgggtccgcc £gctgaggcg cccccagcca 
c 

1561 gtgcgcttac ctgccagact gcgcgccatg gggcaacccg ggaacggcag cgccttcttg 

s g 

1621 ctggcaccca atagaagcca tgcgccggac cacgacgtca cgcagcaaag ggacgaggtg 
16 81 tgggtggtgg gcatgggcat cgtcatgtct ctcatcgtcc tggccatcgt gtttggcaat 
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174X gcgctggtca tcacagccat tgccaagttc gagcgtctgc agacggtcac caactacttc 

a 

1801 atcacttcac tggcctgtgc tgatctggtc atgggcctgg cagtggtgcc ccttggggcc 

1861 gcccatattc ttatgaaaat gtggactttt ggcaacttct ggtgcgagtt ttggacttcc 

1921 attgatgtgc tgtgcgtcac ggccagcatt gagaccctgt gcgtgatcgc agtggatcgc 

1981 tactttgcca ttacttcacc tttcaagtac cagagcctgc tgaccaagaa taaggcccgg 

t 

2041 gtgatcattc tgatggtgtg gattgtgtca ggccttacct ccttcttgcc cattcagatg 
a 

2101 cactggtacc gggccaccca ccaggaagcc atcaactgct atgccaatga gacctgctgt 

2161 gacttcttca cgaaccaagc ctatgccatt gcctcttcca tcgtgtcctt ctacgttccc 

2221 ctggtgatca tggtcttcgt ctactccagg gtctttcagg aggccaaaag gcagctccag 

2281 aagattgaca aatctgaggg ccgcttccat gtccagaacc ttagccaggt ggagcaggat 

2341 gggcggacgg ggcatggact ccgcagatct tccaagttct gcttgaagga gcacaaagcc 

2401 ctcaagacgt taggcatcat catgggcact ttcaccctct gctggctgcc cttcttcatc 

2461 gttaacattg tgcatgtgat ccaggataac ctcatccgta aggaagttta catcctccta 

2521 aattggatag gctatgtcaa ttctggtttc aatcccctta tctactgccg gagcccagat 

c 

2581 ttcaggattg ccttccagga gcttctgtgc ctgcgcaggt cttctttgaa ggcctatggg 

2641 aatggccact ccagcaacgg caacacaggg gagcagagtg gatatcacgt ggaacaggag 

2701 aaagaaaata aactgctgtg tgaagacctc ccaggcacgg aagactttgt gggccatcaa 

2761 ggtactgtgc ctagcgataa cattgattca caagggagga attgtagtac aaatgactca 
a 

2821 ctgct^taaa gcagtttttc tactttfcaaa gacccccccc cccccaacag aacactaaac 
2881 agactattta acttgagggt aataaactta gaataaaatt gtaaaaattg tatagagata 
2941 tgcagaagga agggcatcct tctgcctttt ttattttttt aagctgtaaa aagagagaaa 
3001 acttatttga gtgattattt gttatttgta cagttcagtt cctctttgca tggaatttgt 
3061 aagttcatgt ctaaagagct ttagtcctag aggacctgag tctgctatat tttcatgact 
3121 tttccatgta tctacctcac tattcaagta ttaggggtaa tatattgctg ctggtaattt 
3181 gtatctgaag gagattttcc ttcctacacc cttggacttg aggatrtttga gtatctcgga 
3241 cctttcagct gtgaacatgg actcttcccc cactcctctt atttgctcac acggggtatt 
3301 ttaggcaggg atttgaggag cagctitcagt tgttttcccg agcaaaggtc taaagtttac 
3361 agtaaataaa atgtttgacc atgccttcat tgcacctgtt tgtccaaaac cccttgactg 
3421 gagtgctgtt gcctccccca ctggaaaccg c 

/fU. ZCL 
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1 cccgggttca agagattctc ctgtctcagc ctcccgagta gctgggacta caggtacgtg 

61 ccaccacacc tggctaattt ttgtattttt agtagagaca agagttacac catattggcc 

a 

121 aggatctttt gctttctata gcttcaaaat gttcttaatg ttaagacatt cttaatactc 
181 tgaaccatat gaatttgcca ttttggtaag tcacagacgc cagatggtgg caatttcaca 

2 

241 tggcacaacc cgaaagatta acaaactatc cagcagatga aaggattttt tttagtttca 

301 ttgggtttac tgaagaaatt gtttgaattc tcattgcatc tccagttcaa cagataatga 

361 gtgagtgatg ccacactctc aagagttaaa aacaaaacaa caaaaaaatt aaaacaaaag 

421 cacacaactt tctctctctg tcccaaaata catacttgca tacccccgct ccagataaaa 

481 tccaaagggt aaaactgtct tcatgcctgc aaattcctaa ggagggcacc taaagtactt 

a 

541 gacagcgagt gtgctgagga aatcggcagc tgttgaagtc acctcctgtg ctcttgccaa 

601 atgtttgaaa gggaatacac tgggttaccg ggtgtatgtt gggaggggag cattatcagt 

661 gctcgggtga ggcaagttcg gagtacccag atggagacat ccgtgtctgt gtcgctctgg 

721 atgcctccaa gccagcgtgt gtttactttc tgtgtgtgtc accatgtctt tgtgcttctg 

781 ggtgcttctg tgtttgtttc tggccgcgtt tctgtgttgg acaggggtga ctttgtgccg 

841 gatggcttct gtgtgagagc gcgcgcgagt gtgcatgtcg gtgagctggg agggtgtgtc 

a 

901 tcagtgtcta tggctgtggt tcggtataag tct^agcatg tctgccaggg tgtatttgtg 

961 cccgtatgtg cgtgcctcgg tgggcactct cgtttccttc cgaatgtggg gcagtgccgg 

1021 tgtgctgccc tctgccttga gacctcaagc cgcgcaggcg cccagggcag gcaggtagcg 

c 

1081 gccacagaag agccaaaagc tcccgggttg gctggtaag^ acaccacctc cagctttagc 

1141 cctctggggc cagccagggt agccgggaag cagtggtggc ccgccctcca gggagcagtt 

t 

1201 gggccccgcc cgggccagcc ccaggagaag gagggcgagg ggaggggagg gaaaggggag 

1261 gagtgcctcg ccccttcgcg gctgccggcg tgccattggc cgaaagttcc cgtacgtcac 

1321 ggcgagggca gttcccctaa agtcctgtgc acataacggg cagaacgcac tgcgaagcgg 

1381 cttcttcaga gcacgggctg gaactggcag gcaccgcgag cccctagcac ccgacaagct 

1441 gagtgtgcag gacgagtccc caccacaccc acaccacagc cgctgaatga ggcttccagg 

;(Arg-^Cys) 

1501 cgtccgcccg cggcccgcag agccccgccg tgggtccgcc cgctgaggcg cccccagcca 
c 

1561 gtgcgcttac ctgccagact gcgcgccatg gggcaacccg ggaacggcag cgccttcttg 

§ (Arg 16 Gly) g (Gin 27 GIu) 

1621 ctggcaccca atagaagcca tgcgccggac cacgacgtca cgcagcaaag ggacgaggtg 

1681 tgggtggtgg gcatgggcat cgtcatgtct ctcatcgtcc tggccatcgt gtttggcaat 

1741 gtgccggtca tcacagccat tgccaagttc gagcgtctgc agacggtcac caactacttc 
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a (Leu 84 -> Leu) 




1801 


atcacttcac 


tggcctgtgc 


tgatctggtc 


atgggcctgg cagtggtgcc 


ctttggggcc 


1861 


gcccatattc 


CCatgaaaat 


gtggactttt 


ggcaacttct ggtgcgagtt 


ttggacttcc 


1921 


attgatgtgc 


tgtgcgtcac ggccagcatt 


gagaccctgt 


gcgtgatcgc 


agtggatcgc 


1981 


tactttgcca 


ttacttcacc 


tttcaagtac 


cagagcctgc 


tgaccaagaa 


taaggcccgg 










t(Thr 164->ne) 




2041 


gtgatcattc 


Cgacggtgcg 


gactgtgtca 


ggccttacct 


ccttcttgcc 


cattcagatg 




a(Arg 175-^ Arg) 








2101 


cactggtacc gggccaccca 


ccaggaagcc 


atcaactgct 


atgccaatga 


gacctgctgt 


2161 


gacttcttca 


cgaaccaagc 


ctatgccatt 


gcctcttcca 


tcgtgtcctt 


ctacgttccc 


J. 


ctggtgatca 


tggtcttcgt 


ctactccagg 


gtctttcagg 


aggccaaaag 


^— j ^ ^^^-j w W *-* ~5 


2281 


aagattgaca 


aatccgaggg 


ccgcttccat 


gtccagaacc 


ttagccaggt 


ggagcaggat 


2341 


gggcggacgg 


ggcatggact 


ccgcagatct 


tccaagttct 


gcttgaagga 


gcacaaagcc 


2401 


ctcaagacgt 


taggcatcat 


catgggcact 


ttcaccctct: 


gctggctgcc 


cttctccatc 




gttaacattg 


tgcatgtgat 


ccaggataac 


ctcatccgta 


aggaagtttra 


catcctccta 


2521 


aattggatag 


gctatgtcaa 


ttctggtttc 


aatcccctta 


cctactgccg 


gagcccagac 












(Gly351-^Gly) c 


2581 


ttcaggattg 


ccttccagga 


gcfctctgtgc 


ctgcgcaggt 


cttctttgaa 


ggcctatggg 


2641 


aatggctact 


ccagcaacgg 


caacacaggg 


gagcagagtg 


gatatcacgt 


ggaacaggag 


2701 


aaa^raaaata 


aactgctgtg 


Cgaagacctc 


ccaggcacgg 


aagacttt-gt 


gggccatcaa 


2761 


ggtactgtgc 


ctagcgataa 


cattgattca 


caagggagg a 


attgtagtac 


aaatgactca 




a (Leu 413 Leu) 










2821 


ctgctgtaaa 


gcagtttttc 


tacttttaaa 


gacccccccc 


cccccaacag 


aacactaaac 


2881 


agactattta 


acttgagggt 


aat:aaact:t.a 


gaatiaaaatti 


gtaaaaattg 


tatagagata 


2941 


tgcagaagga 


agggcatcct 


tctgccttct 


ttattttttt 


aagctgtaaa 


aagagagaaa 


3001 


acteatttga 


gtgattattt 


gttiatittgta 


cagttcagtt: 


cctctttgca 


tggaatttgt 


3061 


aagtttatgt: 


ctaaagagct 


ttagtcctag 


aggacctgag 


tctgctatat 


tttcatgacc 


3121 


tttccatgtia 


tctacctcac 


tattcaagta 


ttaggggtaa 


tatattgctg 


ctggtaatCu 


3181 


gtatctgaag 


gagattttcc 


ttcctacacc 


cttggactitg 


aggattttga 


gtatctcgga 


3241 


cctttcagct 


gtgaacatgg 


actcttcccc 


cactcctctt 


atttgctcac 


acggggtatt 


3301 


ttaggcaggg 


acttgaggag 


cagcttcagt 


tgctttcccg 


agcaaaggtc 


taaagtttac 


3361 


agtaaataaa 


atgtttgacc 


atgccttcat 


tgcacctgtt 


tgtccaaaac 


ccctfcgactg 


3421 


gagtigctgct 


gcctccccca 


ctggaaaccg 


c 
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